Влияние потенциального нейропротектора Acetyl-(D-Lys)-Lys-Arg-Arg-amide (KK-1) на нейродеструкцию и нейроапоптоз у крыс при остром нарушении мозгового кровообращения by Дейко, Р. Д. et al.
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Статья посвящена результатам экспериментального изучения оригинального 
пептидергического нейропротектора Acetyl-(D-Lys)-Lys-Arg-Arg-amide (КК-1), явля-
ющегося гомологом первичной аминокислотной последовательности АКТГ15-18 . На 
модели 20-минутной ишемии-реперфузии головного мозга (ГМ) у крыс изучали влия-
ние КК-1 на содержание в крови маркеров нейродеструкции – нейрон-специфической 
енолазы (НСЕ) и белка S-100 в остром периоде ишемии. На этой же модели изучали 
влияние КК-1 на содержание фрагментированной ДНК в ядрах нейронов лобной ча-
сти ГМ (маркер апоптоза). Установлено, что терапевтическое введение КК-1 (1 раз 
в сутки ежедневно на протяжении 4 суток интраназально) способствует снижению 
уровней НСЕ, S-100 и количества фрагментированной ДНК (в 2,3; 5,3 и 1,5 раза соот-
ветственно относительно контрольной патологии). По нормализации маркеров ней-
родеструкции и нейроапоптоза КК-1 превосходит известный нейропротектор цити-
колин. По результатам исследования сделан вывод, что способность тетрапептида 
КК-1 уменьшать нейродеструкцию и нейроапоптоз в зоне ишемического поражения 
ГМ является звеном его политропного механизма нейропротекторного действия. 
Ключевые слова: тетрапептиды, церебральная ишемия, нейродеструкция, ней-
роапоптоз, эксперимент.
ВВЕДЕНИЕ
Лечение острых нарушений мозгово-
го кровообращения (ОНМК), в частности 
ишемического инсульта, является до сих 
пор нерешенной задачей современной ме-
дицины и фармации [1]. Актуальным во-
просом является создание современных 
нейропротекторных средств, необходимой 
характеристикой терапевтического дей-
ствия которых является политропный ме-
ханизм. В соответствии с современными 
представлениями, такое средство должно 
реализовывать лечебный эффект путём уг-
нетения двух основных патогенетических 
процессов, развивающихся при ОНМК: 
нейроапоптоза и некроза в нервной ткани 
[2, 3]. Большинство известных нейропро-
текторов демонстрируют недостаточную 
клиническую эффективность и большое 
количество побочных реакций. Потенци-
альными нейропротекторами, максималь-
но соответствующими приведенным тре-
бованиям, являются эндогенные нейроре-
гуляторные пептиды и средства, созданные 
на их основе (например, семакс, ноопепт). 
Такие лекарственные средства характери-
зуются мощным нейропротекторным эф-
фектом, опосредованным рецепторными и 
нерецепторными механизмами [4, 5]. Как 
правило, такая активность пептидергиче-
ских нейропротекторов сопровождается 
выраженным ноотропным действием и 
благоприятным спектром психотропных 
эффектов, в целом обеспечивая макси-
мальную редукцию неврологических, по-
веденческих, когнитивных и эмоциональ-
ных нарушений у больных ишемическим 
инсультом [6].
В НИИ особо чистых биопрепаратов (г. 
Санкт-Петербург) под руководством д-ра 
биол. наук Колобова А. А. был создан ряд 
конформационно ограниченных тетрапеп-
тидов, гомологичных первичной амино-
кислотной последовательности АКТГ15-18. 
Их структура в общем виде выражается 
формулой Acetyl-Lys-Lys-Arg-Arg-amide. 
Характерной чертой строения молекул 
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новых фармакологических средств стало 
наличие D-форм лизина или/и аргинина, 
а также их N-метилированных произво-
дных. Таким образом, удалось достигнуть 
фармакокинетической стойкости к дей-
ствию аминопептидаз крови и обеспечить 
относительно длительное действие ней-
ропептидов в организме на протяжении 
24 часов, а также отсутствия токсических 
свойств [7].
Скрининг нейропротекторной актив-
ности по критерию ранней выживаемо-
сти крыс (4 суток) при модельном ОНМК 
свидетельствует о высоком защитном по-
тенциале синтезированных соединений 
(67–83% выживших животных против 
10–20% в контроле) [8, 9]. По антигипок-
сическим свойствам (модель нормобари-
ческой гипоксической гипоксии с гипер-
капнией) среди 11 гомологичных соеди-
нений лидером оказался Acetyl-(D-Lys)-
Lys-Arg-Arg-amide (лабораторный шифр 
КК-1) [9]. Позже для КК-1 установили 
благоприятный спектр сопутствующих 
психотропных свойств (ноотропное, алко- 
и актопротекторное действие при отсут-
ствии выраженного седативного, депрес-
согенного влияния и усиления действия 
стимуляторов ЦНС) [10]. В эксперименте 
КК-1 также эффективно редуцирует ког-
нитивный и неврологический дефицит 
(НД) при ОНМК, улучшает двигательную, 
ориентировочно-исследовательскую ак-
тивность и уменьшает эмоциональную ла-
бильность [11].
Механизмы антиишемического дей-
ствия КК-1 не установлены. Представляет 
интерес выяснение влияния КК-1 на выра-
женность некроза и апоптоза в ГМ живот-
ных при ОНМК [12, 13]. 
Цель работы – экспериментально из-
учить влияние КК-1 на экспрессию спец-
ифических маркеров нейродеструкции 
– нейрон-специфической енолазы (НСЕ) 
и белка S-100, а также специфичного мар-
кера нейроапоптоза – фрагментированной 
ДНК в остром периоде ОНМК.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Нейропротекторное действие тетра-
пептида КК-1 оценивали на 20 беспород-
ных крысах-самцах массой 180–220 г. При 
выполнении эксперимента придержива-
лись «Общих этических принципов экс-
периментов с животными» (Киев, 2001), 
гармонизированных с «Европейской кон-
венцией о защите позвоночных животных, 
используемых для эксперимента или с 
другой научной целью» (Страсбург, 1985). 
Животных рандомизировали на 4 груп-
пы по 5 особей: 1 группа – ложноопери-
рованные (ЛО), которым выполняли все 
элементы хирургического вмешательства, 
кроме окклюзии сосудов; 2 – контрольная 
патология (ишемия-реперфузия (ИР) го-
ловного мозга); 3 – животные с ИР, полу-
чавшие препарат сравнения цитиколин в 
дозе 250 мг/кг внутрибрюшинно (в/б) (Со-
мазина, Ferrer International; SA, Испания); 
4 – животные с ИР, получавшие тетрапеп-
тид КК-1 (0,02 мг/кг интраназально (и/н)). 
Все препараты вводили в терапевтическом 
режиме ежедневно 1 раз в сутки. Период 
наблюдения составил 4 суток.
Модель ИР воспроизводили путём на-
ложения клипс на обе общие сонные арте-
рии длительностью 20 мин под пропофо-
ловым наркозом (60 мг/кг, в/б) [2, 14, 15]. 
Крысам группы контрольной патологии 
(КП) интраназально вводили 0,9% раствор 
NaCl в объеме, эквивалентном объему ра-
створа КК-1.
Активность НСЕ и содержание белка 
S-100 в сыворотке крови измеряли на 4 сут-
ки (острая фаза ишемического поврежде-
ния) после ИР методом твердофазного им-
муноферментного анализа с использовани-
ем наборов NSE ELISA KIT (DAI, США) и 
S 100 ELISA KIT (Fujirebio Diagnostics Inc., 
Швеция) на приборе компании «Hipson» 
(Чешская Республика) [16].
Фрагментацию ДНК в ядрах нейронов 
лобной части ГМ крыс исследовали мето-
дом проточной цитометрии [17, 18]. Ядер-
ную суспензию получали путем добавле-
ния к ткани мозга раствора для исследо-
вания ядерной ДНК CyStain DNA (Partec, 
Германия), которая позволяет одновремен-
но экстрагировать ядра и метить ядерную 
ДНК дамидинофенилиндолом. Исполь-
зовали также специальные одноразовые 
фильтры CellTrics 50 мкм (Partec, Герма-
ния). Ядерные суспензии биоптата мозга 
готовили сразу после забора материала и 
промывки холодным (от +4 ºС до +8 ºС) 
фосфатносолевым буфером рН 7,4 (Sigma, 
США). Анализ проводили на многофунк-
циональном  научно-исследовательском 
цитометре «Partec РАS» (Partec, Германия). 
Для каждого образца ядерной суспензии 
проводили анализ 10 тыс. событий [17].
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Распределение ДНК у разных жи-
вотных приведено на гистограммах с ис-
пользованием линейной шкалы. Анализ 
фрагментации ДНК выполнен с исполь-
зованием программного обеспечения 
FloMax (Partec, Германия) путём выделе-
ния Sub-G1 участка на ДНК-гистограммах 
[17].
Результаты обрабатывали статисти-
чески. В случае нормального распределе-
ния использовали t-критерий Стьюдента, в 
случае его отсутствия – Т-критерий Ман-
на-Уитни. Статистически достоверными 
считали результаты при р≤0,05.
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На 4 сутки реперфузионного периода 
уровень НСЕ в сыворотке крови крыс груп-
пы КП возрастает на 183,5% (таблица 1) 
в сравнении с показателем ложноопериро-
ванных животных (р<0,05).
Таблица 1 – Влияние тетрапептида КК-1 на уровень нейрон-специфической енолазы 
в сыворотке крови крыс при ишемии-реперфузии головного мозга
Условия эксперимента Нейрон-специфическая енолаза, нг/мл
ЛО, n=5 0,886±0,034
ОНМК (КП), n=5 2,512±0,115* (+ 183,5)
ОНМК + цитиколин 250 мг/кг, в/б, n=5 1,698±0,045*# (+ 91,65)
ОНМК + КК-1 0,02 мг/кг, и/н, n=6 1,116±0,014*^# (+ 25,96)
В этих же условиях уровень другого 
маркера нейродеструкции – белка S-100 – 
повышается в 13,4 раза (р<0,05). Такие по-
казатели (таблица 2) свидетельствуют в 
пользу массивной гибели ткани ГМ и, со-
гласно литературным данным, превалиро-
вания некротического типа гибели нейро-
нов над апоптотическим [12].
Примечание: 1. ЛО – ложнооперированные, КП – контрольная патология; 2. Статистически значимые раз-
личия (р≤0,05): * – с группой ЛО, ^ – с группой цитиколина, # – с группой КП. 3. В скобках – % изменений 
к группе ЛО.
Примечание: 1. ЛО – ложнооперированные, КП – контрольная патология; 2. Статистически значимые раз-
личия (р≤0,05): * – с группой ЛО, ^ – с группой цитиколина, # – с группой КП. 3. В скобках – % изменений 
к группе ЛО.
Таблица 2 – Влияние тетрапептида КК-1 на уровень белка S-100 в сыворотке крови 
крыс при ишемии-реперфузии головного мозга
Условия эксперимента Белок S-100, нг/мл
ЛО, n=5 0,496±0,030
ОНМК (КП), n=5 6,668±0,266* (+ 1244,36)
ОНМК + цитиколин 250 мг/кг, в/б, n=5 2,238±0,093*# (+ 351,21)
ОНМК + КК-1 0,02 мг/кг, и/н, n=6 1,248±0,038*^# (+ 151,61)
Тетрапептид КК-1 предупреждает рез-
кое повышение НСЕ и S-100. В частности, 
уровень НСЕ возрастает только на 26% по 
сравнению с показателем животных груп-
пы ЛО. Этот показатель соответственно в 
2,3 и 1,5 раза меньше, чем в группах КП 
и цитиколина (р<0,05). Также наблюдается 
менее выраженный рост содержания белка 
S-100 в сыворотке крови крыс. Он состав-
ляет 151,6% уровня ложнооперированных 
крыс, что в 5,3 и 1,8 раза меньше соответ-
ствующего показателя групп КП и цитико-
лина (р<0,05).
Снижение уровня маркеров нейроде-
струкции на фоне терапии тетрапептидом 
КК-1 свидетельствует об уменьшении оча-
га некротической гибели нейронов в зоне 
ишемии, а также об угасании процесса 
глиоцитарного замещения погибших ней-
ронов [19, 20, 21]. Такое действие исследу-
емого нейропептида объясняет его способ-
ность повышать выживаемость, снижать 
неврологический и когнитивный дефицит 
при ОНМК, реализуя интегральный за-
щитный эффект при ишемии ГМ.
Данные, приведенные в таблице 3, 
свидетельствуют о статистически досто-
верном росте уровня фрагментированной 
ДНК в группе КП в 2,7 раза через 96 ч 
после моделирования ОНМК. Такая ди-
намика указывает на формирование очага 
повреждения мозговой ткани путем нейро-
апоптоза [12]. Типичная гистограмма кры-
сы из группы ЛО приведена на рисунке 1, 
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Таблица 3 – Влияние тетрапептида КК-1 на уровень фрагментированной ДНК в 
головном мозге крыс при ишемии-реперфузии
Условия эксперимента Фрагментация ДНК через 96 ч, %
ЛО, n=5 6,332±0,838
ОНМК (КП), n=5 17,250±0,672* (+ 172,43)
ОНМК + цитиколин 250 мг/кг, в/б, n=5 12,906±0,497*# (+ 103,82)
ОНМК + КК-1 0,02 мг/кг, и/н, n=6 11,528±0,336^*# (+ 82,06)
Примечание: 1. ЛО – ложнооперированные, КП – контрольная патология; 2. Статистически значимые раз-
личия (р≤0,05): * – с группой ЛО, ^ – с группой цитиколина, # – с группой КП. 3. В скобках – % изменений 
к группе ЛО.
Рисунок 1 – RN1 (Sub-G1) – 6,13%. Фрагментация ДНК (6,13%) в ядрах нейронов коры 
головного мозга ложнооперированной крысы. Проточная цитометрия
Рисунок 2 – RN1 (Sub-G1) – 17,94%. Фрагментация ДНК (17,94%) в ядрах нейронов 
коры головного мозга крысы группы контрольной патологии (церебральная ишемия-
реперфузия). Проточная цитометрия
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из группы КП – на рисунке 2.
Нейропептид КК-1 статистически до-
стоверно снижает содержание фрагменти-
рованной ДНК в 1,5 раза (р<0,05), превы-
шая цитиколин. Из полученных экспери-
ментальных данных можно сделать вывод, 
что тетрапептид КК-1 реализует церебро-
протекторное действие за счет предотвра-
щения апоптотической гибели нейронов.
Типичные гистограммы крыс из групп 
цитиколина и КК-1 приведены на рисун-
ках 3 и 4 соответственно.
Рисунок 3 – RN1 (Sub-G1) – 14,52%. Фрагментация ДНК (14,52%) в ядрах нейронов 
коры головного мозга крысы с моделью церебральной ишемии-реперфузии, 
получавшей лечение цитиколином. Проточная цитометрия
Рисунок 4 – RN1 (Sub-G1) – 6,78%. Фрагментация ДНК (6,78%) в ядрах нейронов коры 
головного мозга крысы с моделью церебральной ишемии-реперфузии, получавшей 
лечение тетрапептидом КК-1. Проточная цитометрия
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
1. Экспериментальная 20-минутная 
ишемия-реперфузия головного мозга крыс 
формирует стойкий очаг некротической 
и апоптотической гибели нейронов, про-
являющийся ростом уровня нейрон-спец-
ифической енолазы (на 183,5%), белка 
S-100 (в 13,4 раза) и фрагментированной 
ДНК (в 2,7 раза).
2. Тетрапептид КК-1 оказывает те-
рапевтическое действие при модельном 
ОНМК. Оно проявляется уменьшением 
процессов нейродеструкции и нейроапоп-
тоза. Уровень маркеров обоих патологиче-
ских процессов уменьшается в 2,3 (НСЕ), 
5,3 (S-100) и 1,5 раза (фрагментированная 
ДНК) относительно группы КП. По этим 
свойствам КК-1 превышает цитиколин – 
известный нейропротектор.
3. Способность тетрапептида КК-1 
уменьшать нейродеструкцию и нейроа-
поптоз в зоне ишемического поражения 
ГМ является звеном его политропного ме-
ханизма нейропротекторного действия.
SUMMARY
R. D. Deiko, S. Yu. Shtrygol, A. A. Kolobov, 
O. A. Khodakovskiy, I. L. Chereshniuk
THE INFLUENCE OF NEW 
NEUROPROTECTOR ACETYL-(D-LYS)-
LYS-ARG-ARG-AMIDE (КК-1) 
ON NEURODESTRUCTION AND 
NEUROAPOPTOSIS OF RATS IN 
CONDITIONS OF ACUTE STROKE
The article described results of the exper-
imental investigation of original peptidergic 
neuroprotector Acetyl-(D-Lys)-Lys-Arg-Arg-
amide (КК-1), which is homologue of the 
ACTH15-18 primary amino acides sequence. 
The influence of KK-1 on the content of neu-
rodestruction markers – neuron-specific eno-
lase (NSE) and S-100 protein in the blood in 
conditions of 20-min brain ischemia-reperfu-
sion was investigated. The influence of KK-1 
on fragmented DNA level into neuron nucleus 
of frontal brain part (apoptosis marker) was 
investigated in the same conditions. It was 
founded that once-daily for 4 days therapeutic 
intranasally KK-1 administration contributes 
decrease of the NSE, S-100 and fragmented 
DNA levels (in 2.3, 5.3 and 1.5 times respec-
tively compared with control group). KK-1 
normalizes the levels of neurodestruction and 
apoptosis markers better than well-known 
neuroprotector citicoline. Thus, the obtained 
results make possible to draw a conclusion 
that KK-1 capabilities to reduce the neurode-
struction and apoptosis into brain injury zone 
are the link of its neuroprotective action poly-
tropic mechanism.
Keywords: tetrapeptides, cerebral isch-
emia, neurodestruction, neuroapoptosis, ex-
periment.
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